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声致相变纳米探针用于瘢痕疙瘩成纤维细胞
级联疗法的实验研究

凡正超 夏纪筑 朱炜薇 胥 莹 赵香芝

摘 要 目的 制备一种新型脂质载药纳米探针HD@P-NPs，探讨其体外超声成像效果及用于瘢痕疙瘩成纤维

细胞（KFs）迁移抑制和级联放大治疗的效果。方法 采用超声乳化法制备以全氟乙烷为核心脂质壳层，负载血卟啉单

甲醚和阿霉素的脂质载药纳米探针HD@P-NPs，观察其形态、结构并检测粒径和Zeta电位，计算药物包封率和载药率；进

一步观察HD@P-NPs在低强度聚焦超声（LIFU）辐照下的二维超声及超声造影成像效果；溶血实验检测HD@P-NPs在不

同浓度下的溶血率。取对数生长期的瘢痕疙瘩KFs按照不同实验条件培养，并分为 5组：对照组（不予特殊处理）、LIFU
辐照组、D@P-NPs组（仅加入阿霉素）、HD@P-NPs组、HD@P-NPs+LIFU辐照组，使用MTT法检测各组细胞存活率；

Calcein AM/PI染色观察各组细胞活性；细胞迁移实验检测各组细胞迁移率；活性氧荧光染色观察各组活性氧产生情况，

获取其荧光强度。结果 成功制备HD@P-NPs，呈球形且大小均一，平均粒径（170.36±6.03）nm，平均Zeta电位（-36.91±
3.56）mV；血卟啉单甲醚包封率和载药率分别为 67.41%、5.18%，阿霉素包封率和载药率分别为 72.80%、11.20%。LIFU辐

照后，HD@P-NPs相变产生微气泡，在 3 W/cm2、2 min辐照条件下可实现最佳成像效果，后续实验采用此辐照条件。

HD@P-NPs在 25、50、100、200 µg/ml浓度下的溶血率分别为（2.48±0.02）%、（4.87±0.06）%、（5.03±0.03）%、（6.10±0.04）%。

对照组、LIFU辐照组、D@P-NPs组、HD@P-NPs组及HD@P-NPs+LIFU辐照组细胞存活率分别为 100%、（96.87±0.71）%、

（77.94±2.83）%、（77.11±3.53）%、（49.75±1.25）%，HD@P-NPs+LIFU辐照组与对照组细胞存活率比较差异有统计学意义

（P<0.05）。HD@P-NPs+LIFU辐照组见明显红色荧光及少量绿色荧光。对照组、LIFU辐照组、D@P-NPs组、HD@P-
NPs组、HD@P-NPs+LIFU辐照组的细胞迁移率分别为（29.96±3.20）%、（28.62±2.56）%、（18.13±0.89）%、（17.46±0.20）%、

（10.04±1.62）%，其中HD@P-NPs+LIFU辐照组细胞迁移率低于其余各组，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。HD@P-
NPs+LIFU辐照组活性氧荧光强度为 22.43±3.10，与其余各组比较差异均有统计学意义（均P<0.05）。结论 本实验成功

制备了HD@P-NPs，其在LIFU辐照下可提高靶区有效药物浓度，具有较好的体外超声成像效果，可实现超声可视化瘢痕

疙瘩KFs级联放大治疗。
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Cascade therapy of keloid fibroblasts with acoustic induced
phase-change nanoprobes：an experimental study

FAN Zhengchao，XIA Jizhu，ZHU Weiwei，XU Ying，ZHAO Xiangzhi
Department of Ultrasound Medicine，Affiliated Hospital of Southwest Medical University，Sichuan 646000，China

ABSTRACT Objective To prepare a new type of lipid nanoprobes（HD@P-NPs），and to investigate the effects of
ultrasound imaging in vitro，migration inhibition as well as amplification therapy on keloid fibroblasts（KFs）.Methods HD@P-
NPs were prepared through ultrasonic emulsification with perfluoroethane as the core lipid shell and loading of hematoporphyrin
monomethyl ether（HMME）and doxorubicin（DOX）.The morphology，structure，particle size and Zeta potential of HD@P-NPs
were measured，and the encapsulation efficiency and loading rate of corresponding drug were calculated.The imaging effects of
two-dimensional ultrasound and contrast-enhanced ultrasound（CEUS）under the irradiation of low intensity focused ultrasound
（LIFU）were explored. The hemolysis rate of HD@P-NPs at different concentrations were calculated. KFs in the logarithmic
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瘢痕疙瘩是一种异常纤维增生性疾病，临床常表

现为类癌行为［1］，因此也被称为“无法愈合的纤维化伤

口”［2］，严重影响组织生理功能，对患者造成一定的心

理及经济负担。瘢痕疙瘩诱发因素较多，发病机制复

杂，传统手术治疗效果欠佳［3］。血卟啉单甲醚（HMME）
作为声动力治疗（sonodynamic therapy，SDT）的新兴药

物，具有性质稳定、暗毒性低及声学激发吸收强等优

势［4-5］；阿霉素（DOX）为蒽环类拓扑异构酶抑制剂，能

够通过多种机制影响瘢痕疙瘩的关键细胞——成纤

维细胞（KFs）［6］，参与了胶原蛋白的异常合成［7］，依托

脂质材料独特磷脂双分子层构造，可同时包载疏水性

和亲水性药物，实现药物的持续稳定释放，同时声敏

激活HMME达到SDT协同DOX增效治疗的目的。在低

强度聚焦超声（low intensity focused ultrasound，LIFU）辐
照引起的声滴汽化效应下，纳米相变能实现组织的实

时可视化，同时靶向破坏微泡技术为精准治疗提供支

持［8］，真正实现诊疗一体化。本实验通过制备脂质载

药纳米探针HD@P-NPs，探讨其体外超声成像效果及

SDT联合药物治疗瘢痕疙瘩KFs的疗效，旨在为临床

治疗瘢痕疙瘩及KFs相关疾病的递药方式提供依据。

材料与方法

一、主要实验试剂及动物

全氟己烷（PFH）购自上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；HMME和 DOX均购自上海麦克林生化科技

股份有限公司；二棕榈酰磷脂酰胆碱（DPPC）、二硬

脂酰基甘油（DSPG）、二硬脂酰磷脂酰乙醇胺-聚乙

二醇 2000-c-RGD（DSPE-PEG2000-c-RGD）及胆固醇

（CHOL）均购自西安瑞禧生物科技有限公司；胰酶细

胞消化液（0.25%胰蛋白酶）、DCFH-DA活性氧检测试

剂盒、DAPI、DiD均购自上海碧云天生物技术公司；

Calcein-AM/PI双染试剂盒、琼脂粉均购自北京索莱宝

科技有限公司；胎牛血清、DMEM培养基均购自泸州

欣科盛生物科技有限公司；BALB/C小鼠购自重庆腾

辉比尔实验动物销售有限公司；瘢痕疙瘩KFs购自广

州铭安生物科技有限公司；人脐静脉内皮细胞

（HUVECs）由西南医科大学肿瘤生物实验室提供。

二、主要实验仪器

马尔文激光粒度-电位分析仪（90 Plus Zeta，美国

布鲁克海文仪器公司）；透射电子显微镜（Talos F200X，
美国 FEI公司）；倒置荧光显微镜（IX73，日本Olympus
公司）；光学显微镜（CKX53，日本Olympus公司）；紫外

分光光度计（UV-5800PC，上海元析仪器有限公司）；

超声波细胞破碎仪（宁波新芝生物科技有限公司）；全

自动多功能酶标仪（广州伯齐科技有限公司）；移液器

及高速冷冻离心机（德国Eppendorf公司）；旋转蒸发仪

growth phase were cultured under different experimental conditions and divided into the following 5 groups：control group（no
treatment），LIFU group，D@P-NPs group，HD@P-NPs group and HD@P-NPs+LIFU group.The cell survival rate was detected
by MTT assay，the cell activity in each group was observed by Calcein-AM/PI staining method.Cell migration rate in each group
was detected by cell migration experiment.Reactive oxygen species fluorescence staining was applied to observe the intracellular
reactive oxygen species（ROS）production，and the fluorescence intensity was obtained.Results HD@P-NPs were successfully
prepared with uniform dimensions.The average particle size was（170.36±6.03）nm，the average Zeta potential was（-36.91±
3.56）mV，respectively.The encapsulation efficiency and loading rate of HMME and DOX were 67.41%，5.18% and 72.80%，

11.20%，respectively.Microbubbles were generated by the phase transition of HD@P-NPs after LIFU irradiation. The optimal
imaging efficacy was achieved under the irradiation conditions of 3 W/cm2 for 2 min and these parameters were subsequently
adopted for further experiments. The hemolysis rate of HD@P-NPs at different concentrations（25，50，100，200 µg/ml）were
（2.48±0.02）%，（4.87±0.06）%，（5.03±0.03）%，（6.10±0.04）%，respectively.Cell survival rate in the control，LIFU，D@P-NPs，
HD@P-NPs，and HD@P-NPs+LIFU groups were 100%，（96.87±0.71）%，（77.94±2.83）%，（77.11±3.53）%，（49.75±1.25）%，

respectively.A statistically significant difference was observed between the HD@P-NPs+LIFU group and the control group
（P<0.05）.There was obvious red fluorescence while minimal green fluorescence in the HD@P-NPs+LIFU group.The migration
rate in the control，LIFU，D@P-NPs，HD@P-NPs，and HD@P-NPs+LIFU groups were（29.96±3.20）%，（28.62±2.56）%，（18.13±
0.89）%，（17.46±0.20）%，（10.04±1.62）%，respectively. The migration rate in the HD@P-NPs+LIFU group was significantly
lower than that in other groups（all P<0.05）. The ROS in the HD@P-NPs+LIFU group was 22.43±3.10，the difference was
statistically significant compared with other groups（all P<0.05）.Conclusion The HD@P-NPs were successfully prepared in
this experiment. These nanoprobes can increase the effective drug concentration in the target area and realize cascade
amplification therapy of KFs under LIFU irradiation and ultrasound visualization.

KEY WORDS Nanoprobes；Keloid fibroblasts；Hematoporphyrin monomethyl ether；Doxorubicin；Sonodynamic therapy
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（瑞士Buchi有限公司）；LIFU治疗仪（重庆医科大学超

声分子影像学研究所）。

三、主要实验方法

1. 纳 米 粒 的 制 备 ：将 DPPC、DSPG、DSPE-
PEG2000-c-RGD、CHOL和HMME按质量比 5∶2∶1.5∶
1.5∶1 的 比 例 共 称 取 11 mg，溶 解 于 10 ml 甲 醇

（CH3OH）+10 ml三氯甲烷（CH3Cl）混合有机溶剂中，置

于 37℃恒温水浴床内摇晃 10 min，然后将盛有 50 ml混
合有机溶液的圆底烧瓶安装在旋转蒸发仪上，设置水

浴温度为 50℃，旋转蒸发后形成一均匀褐色薄膜结

构，加入 4 ml去离子水并在超声洗涤器内震荡洗脱薄

膜，最终形成均质半透明褐色水乳剂，避光移至 10 ml
EP管内，加入 200 µl DOX（10 mg/ml）及 120 µl PFH，冰
浴条件下进行超声乳化（声震条件：120 W，时间：4 min），
再于高速冷冻离心机内离心（转速：8000 r/min，时间：

6 min，温度：4℃），弃上清液，加超纯水重悬沉淀，反复

3次得到红色乳剂，即为HD@P-NPs。称量过程中不

加HMME，仅加入DOX即制得D@P-NPs，仅加入DiD
即制得DiD标记的脂质纳米粒，不加任何药物即制得

空白脂质纳米粒。

2.HD@P-NPs的表征检测：将制备好的 HD@P-
NPs进行稀释，取稀释后的纳米悬液上样（保证每个视

野内纳米粒数量不超过 5个），于透射电子显微镜下观

察HD@P-NPs的形态、结构。取 40 µl HD@P-NPs，并
用去离子水稀释 50倍后转入干净的比色皿内，然后置

于马尔文激光粒度-电位分析仪检测HD@P-NPs的粒

径、分散指数及 Zeta电位。将 HD@P-NPs重悬于含

10%胎牛血清的培养基中，4℃冰箱内避光储存，连续

1周取纳米悬液检测其粒径及分散指数，根据粒径变

化评价纳米粒的生物稳定性。

3.包封率和载药率的检测：将 1 mg HMME溶解于

CH3OH，配置成浓度为 0~15.625 µg/ml的溶液，分析其

在 400 nm处的吸光度（OD）值，并绘制HMME浓度与

OD值的标准曲线。另配置浓度为 0~31.250 µg/ml的
DOX 溶液，分析其在 480 nm 处的 OD 值，并绘制

DOX浓度与OD值的标准曲线。然后取 1 ml HD@P-
NPs纳米悬液置于CH3OH中稀释，直到纳米粒中药物

OD值在标准曲线范围内，根据标准曲线计算HMME
和DOX的包封率和载药率。

4.声致相变及体外超声成像效果观察：于LIFU辐

照后应用光学显微镜观察HD@P-NPs的相变情况。将

浓度为1.0 mg/ml的HD@P-NPs纳米悬液加入到琼脂糖

凝胶模型中，于不同LIFU辐照条件下（声强：1~3 W/cm2，

时间：0~3 min，脉冲模式）观察二维超声和超声造影成

像效果，确定最佳辐照条件；使用 ImageJ软件定量分

析信号强度。

5.溶血实验检测溶血率：取健康 BALB/C小鼠全

血，收集于EDTA抗凝管中，轻轻混匀后置于高速冷冻离

心机内离心（转速：3000 r/min，时间：20 min）；将不同浓

度纳米悬液（25、50、100、200 µg/ml）、超纯水、PBS溶液

各取1 ml与30 µl血细胞混合，在37℃恒温水浴锅内孵

育 4 h，离心 10 min，将样品置于同一水平线，并对溶血

现象进行拍照，用移液器吸取上清液，使用紫外分光

光度计检测其在 542 nm处的OD值，并计算溶血率，公

式为：溶血率=（样本组OD值-PBS组OD值）/（超纯水

组OD值-PBS组OD值）×100%。

6.细胞摄取实验：将KFs及HUVECs于 6孔板中培

养24 h，用DiD标记的脂质纳米粒与KFs或HUVECs分
别在 37℃孵育 1 h、3 h、4 h，然后用 PBS溶液洗涤 3次，

4%多聚甲醛固定 15 min，再用 PBS溶液洗涤 3次，每

孔加入 0.5 ml DAPI染色 5 min，轻轻晃动 6孔板以保证

染色均匀，最后于倒置荧光显微镜下观察细胞对

HD@P-NPs的摄取情况。

7.细胞毒性实验：当KFs处于对数生长期且细胞

生长至 80%~90%时，用新鲜 DMEM完全培养基调整

细胞悬液浓度为 1×105个/ml，取 0.1 ml并将细胞接种

于 96孔板中（每孔 1×104个，均匀分布），置于培养孵箱

中继续培养24 h直至细胞完全贴壁，然后吸去培养基中

旧液，分别加入浓度为 500、250、125、62.5、31.25、
15.625 µg/ml的空白脂质纳米悬液共培养 24 h，使用

MTT法检测细胞存活率，分析纳米粒细胞毒性。

8.分组及相关检测

（1）分组：取对数生长期的KFs按照不同实验条件

分为对照组（未进行任何处理）、LIFU辐照组（仅进行

超声辐照）、D@P-NPs组（加入D@P-NPs纳米悬液）、

HD@P-NPs组（加入HD@P-NPs纳米悬液）及HD@P-
NPs+LIFU辐照组（加入HD@P-NPs纳米悬液并进行超

声辐照），于 37℃、5% CO2条件下孵育 24 h，其中 LIFU
辐照组和HD@P-NPs+LIFU辐照组于孵育 4 h后进行

超声辐照继续培养 24 h；细胞存活率和细胞活性检测

时细胞密度为每孔 1×105个；细胞迁移情况检测时细

胞密度为每孔 2.0×105个；活性氧产生情况检测时细胞

密度为每孔1×104个。

（2）MTT法检测细胞存活率：各组均避光加入20 µl
MTT溶液，孵育 4 h后吸出混合液并加入 150 µl DMSO
溶液，使用酶标仪检测 490 nm波长下的OD值，计算细
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胞存活率。

（3）Calcein AM/PI染色观察细胞活性：各组均加

入配置好的Calcein-AM/PI溶液继续孵育 20 min，然后

用 PBS溶液洗去未结合的染料，于荧光显微镜下观察

细胞活性。

（4）细胞迁移实验检测细胞迁移率：各组均加入

含 10%胎牛血清的DMEM 培养液 2.0 ml，待细胞培养

至 80%~90%融合后用无菌吸管尖端刮去培养中心，

并用 PBS溶液洗去划痕区域受损细胞，于光学显微镜

下观察 0 h、24 h细胞迁移情况；使用 ImageJ软件观察

不同时间点细胞划痕面积，计算细胞迁移率，公式为：

细胞迁移率=（0 h划痕面积-24 h划痕面积）/0 h划痕

面积×100%。

（5）活性氧荧光染色观察活性氧产生情况：各组

均吸出旧培养基并用 PBS溶液洗涤 3次，立即加入配

置好的 DCFH-DA溶液孵育 20 min，再次使用 PBS溶
液避光冲洗，于倒置荧光显微镜下观察活性氧产生情

况；使用 ImageJ软件定量分析各组活性氧荧光强度。

四、统计学处理

应用 GraphPad Prism 10.1统计软件，计量资料以

x±s表示，多组比较采用单因素方差分析，两组比较采

用 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、HD@P-NPs的表征

HD@P-NPs呈棕红色，透射电子显微镜下形态呈

球形，大小均一（图 1），分散性好，平均粒径（170.36±
6.03）nm，平均 Zeta电位（-36.91±3.56）mV。于含 10%
胎牛血清的培养基中存放 1周后，HD@P-NPs粒径无

明显改变，稳定在 170 nm，分散指数为 0.2（图 2），具有

良好的生物稳定性。

二、HD@P-NPs的药物包封率和载药率

紫外吸收光谱显示，HMME在 400 nm处出现吸收

波峰，DOX在 480 nm处出现吸收波峰，HD@P-NPs在
400 nm和 480 nm均出现吸收波峰（图 3）。当HMME
与DOX质量比为 1∶2时，HD@P-NPs具有相对较高的

药物包封率和载药率，对应条件下HMME包封率和载

药率分别为67.41%、5.18%，DOX包封率和载药率分别

为72.80%、11.20%。

三、HD@P-NPs体外超声成像效果及声致相变性能

当声强为1 W/cm2时，HD@P-NPs在二维超声下不

同辐照时间的信号强度比较差异无统计学意义，超声造

影下辐照 3 min的信号强度较辐照 1 min及 2 min时增

加，差异均有统计学意义（均P<0.05）；当声强为2 W/cm2

时，随着辐照时间的增加，HD@P-NPs信号强度逐渐增

加，二维超声下辐照时间为 2 min及 3 min时信号强度

比较差异无统计学意义，超声造影下辐照3 min的信号

强度较辐照1 min及2 min时增加，差异均有统计学意义

（均P<0.05）；当声强为 3 W/cm2，辐照时间为 1 min和
2 min时，HD@P-NPs在二维超声和超声造影下信号

骤增，但在辐照 3 min时信号有所减弱，辐照 2 min时
信号强度与其余各时间点比较差异均有统计学意义

（均P<0.05）。见图4和表1。后续实验使用 LIFU辐照

条件为声强3 W/cm2、时间2 min。
光学显微镜下观示 LIFU辐照后HD@P-NPs可产

生大量的微气泡，并在声强 3 W/cm2、时间 2 min的辐

图1 HD@P-NPs透射电子显微镜下观（标尺200 nm）

图2 HD@P-NPs分散指数（A）及粒径（B）变化
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图5 声强3 W/cm2，时间0~3 min辐照条件下HD@P-NPs光学显微镜下观（标尺50 µm）

0 min 1 min 2 min 3 min

0 min

1 min

2 min

3 min

表1 不同LIFU辐照条件下二维超声和超声造影信号强度变化（x±s）
时间

1 min
2 min
3 min

二维超声

1 W/cm2
12.27±0.50
19.96±1.09
20.74±1.05

2 W/cm2
28.70±2.66
46.26±2.23
59.22±2.13

3 W/cm2
60.61±2.20
81.42±0.58
67.70±1.90

超声造影

1 W/cm2
2.17±0.57
2.89±0.98
9.31±1.00

2 W/cm2
11.27±2.35
11.63±1.54
31.18±3.01

3 W/cm2
29.51±1.59
41.51±1.61
33.76±2.43

二维超声（声强1 W/cm2） 超声造影（声强1 W/cm2） 二维超声（声强2W/cm2） 超声造影（声强2 W/cm2） 二维超声（声强3 W/cm2） 超声造影（声强3 W/cm2）

图4 不同LIFU辐照条件下HD@P-NPs的二维超声和超声造影图

照条件下达微泡最大化。见图5。
四、溶血实验结果

溶血实验结果显示，HD@P-NPs在 25、50、100、
200 µg/ml 浓度下的溶血率分别为（2.48±0.02）%、

（4.87±0.06）%、（5.03±0.03）%、（6.10±0.04）%。

五、细胞摄取结果

孵育 1 h后KFs及HUVECs内均未见明显红色荧

光信号；孵育 3 h后 KFs内红色荧光信号有所增加，

HUVECs内未见明显红色荧光信号；孵育 4 h后KFs内

见大量红色荧光信号，HUVECs内未见明显红色荧光

信号。见图6。
六、细胞毒性实验结果

空 白 脂 质 纳 米 粒 浓 度 为 500、250、125、62.5、
31.25、15.625 µg/ml时，细胞存活率分别为（86.17±
2.41）% 、（88.00±1.39）% 、（89.67±0.91）% 、（90.83±
0.40）%、（90.80±0.30）%、（90.97±1.33）%，可排除纳米粒

毒性干扰。

七、各组相关检测结果
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（1）各组细胞存活率比较：对照组、LIFU辐照

组、D@P-NPs组、HD@P-NPs组及 HD@P-NPs+LIFU
辐照组细胞存活率分别为 100%、（96.87±0.71）%、

（77.94±2.83）%、（77.11±3.53）%、（49.75±1.25）%，HD@P-
NPs+LIFU辐照组与对照组比较差异有统计学意义

（P<0.05）。

（2）各组细胞活性检测结果：LIFU辐照组仅见大

量绿色荧光分布，未见红色荧光；D@P-NPS组和

HD@P-NPs组均可见部分红色荧光；HD@P-NPs+LIFU
辐照组见明显红色荧光及少量绿色荧光。见图7。

（3）各组细胞迁移率比较：对照组、LIFU辐照组、

D@P-NPs组、HD@P-NPs组、HD@P-NPs+LIFU辐照

组细胞迁移率分别为（29.96±3.20）%、（28.62±2.56）%、

（18.13±0.89）%、（17.46±0.20）%、（10.04±1.62）%，其中

HD@P-NPs+LIFU辐照组细胞迁移率低于其余各组，

差异均有统计学意义（均P<0.05）。见图8。
（4）各组活性氧荧光强度比较：D@P-NPs组、

HD@P-NPs组及HD@P-NPs+LIFU辐照组活性氧荧光

强 度 分 别 为 14.61±1.32、15.35±1.95、22.43±3.10，
HD@P-NPs+LIFU辐照组与其余两组比较差异均有

统计学意义（均 P<0.05）；对照组和 LIFU辐照组均未

见活性氧荧光信号。见图 9。

B

DAPI DiD Merge

A
A：KFs；B：HUVECs

图6 KFs及HUVECs摄取HD@P-NPs倒置荧光显微镜下观（标尺200 µm）

图7 各组Calcein AM/PI染色倒置荧光显微镜下观（活细胞呈绿色，死细胞呈红色，标尺200 µm）

图8 各组细胞迁移划痕光学显微镜下观（标尺500 µm）

0 h

24 h

对照组 LIFU组 D@P-NPs组 HD@P-NPs组 HD@P-NPs+LIFU辐照组

对照组 LIFU辐照组 D@P-NPs组 HD@P-NPs组 HD@P-NPs+LIFU辐照组

DAPI DiD Merge

4 h

3 h

1 h

4 h

3 h

1 h
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讨 论

瘢痕疙瘩具有KFs异常增殖、微血管过表达及细

胞外基质异常沉积等特征［9］，传统治疗手段效果不佳，

且反复刺激可能诱发瘢痕癌［10］，高复发率更是目前临

床治疗面临的主要挑战［11］。SDT是一种基于超声技术

的新型无创治疗方式，主要通过声敏剂激活产生活性

氧来杀伤靶区细胞［12-13］，同时实现特定细胞分子示踪

成像并发挥治疗作用，是分子成像技术的研究热

点［14-15］。近年来，SDT在肿瘤等治疗领域的应用已取

得显著进展，尤其在材料科学、药物递送系统和治疗

策略方面均有了新的突破［16］。本实验将超声成像与

SDT相结合，采用超声乳化法将声敏药物HMME和化

疗药物DOX共同载入脂质载体，核心负载的相变材料

PFH在LIFU辐照下表现出卓越的超声相变性能，可以

实现瘢痕靶区的实时成像，通过干扰瘢痕疙瘩KFs增
殖提高靶区药物疗效，旨在为瘢痕疙瘩及相关KFs疾
病的治疗提供新思路。

本实验制备的HD@P-NPs以 PFH为内核，PFH是

一种具有良好生物惰性和化学稳定性的氟碳化合物，

可在LIFU辐照下发生线性震荡从而转化为微气泡［17］，
HD@P-NPs通过与周围组织环境形成声阻抗差异，产

生显著的背向散射信号，从而实现靶区结构成像［18-19］。
本实验结果显示，HD@P-NPs信号强度随着辐照声强

及辐照时间的增加而逐渐增强，最终在声强 3 W/cm2、

时间 2 min辐照条件下产生最大的信号强度，但过度

辐照会造成一定的信号衰减，当声强 3 W/cm2、辐照

3 min时信号强度有所减弱，这可能是由于相变微泡聚

合后导致结构不稳定，出现崩塌。本实验结果表明

HD@P-NPs具有良好的超声成像效果，核心搭载的

PFH在LIFU辐照下通过机械震荡产生声滴汽化效应，

实现了结构微泡化，且辐照声强和辐照时间为诱发相

变产生的关键因素。低频超声波具有较强的声波穿

透力，可以暂时增加细胞间隙和细胞膜通透性，在促

进纳米药物渗透的同时又可保护周围正常组织，这种

超声结合微泡的主要优势在于药物的释放具有选择

性［20-21］。本实验结果显示KFs对HD@P-NPs摄取呈明

显时间依赖性，孵育 4 h后 KFs内红色荧光明显多于

HUVECs，表明 HD@P-NPs通过脂膜互溶可促进 KFs
内纳米摄取，通过体外 LIFU辐照可实现 HD@P-NPs
的靶区精准释放，并减少对周围正常组织的损伤。

本实验细胞毒性实验结果显示，不同浓度空白脂

质纳米粒下KFs存活率均在 90%左右，可排除纳米毒

性干扰，为 SDT研究提供了有力的支持。进一步将

KFs按照不同实验条件进行共孵育，结果显示HD@P-
NPs+LIFU辐照组细胞存活率为（49.75±1.25）%，与对

照组比较差异有统计学意义（P<0.05），分析其机制可

能为：靶区裂解释放的DOX及 LIFU协同作用会产生

强大的声敏治疗作用，HMME联合 LIFU辐照后，

HD@P-NPs的细胞抑制作用明显增强，同时该纳米粒

稳定性好，可减少DOX不稳定渗漏的发生［22］。采用脂

质纳米粒对DOX进行包裹，可减少其对周围组织的作

用，并进一步实现深部瘢痕组织的靶向治疗。本实验

各组迁移率比较结果显示，HD@P-NPs+LIFU辐照组

细胞迁移率低于其余各组，差异均有统计学意义（均P
<0.05），表明仅将HMME及DOX包载于脂质纳米探针

图9 各组活性氧荧光信号倒置荧光显微镜下观（标尺200 µm）
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的细胞迁移抑制作用不及HD@P-NPs+LIFU辐照组细

胞，其机制可能为细胞外胶原沉积所构建的物理屏障

对纳米药物的渗透有一定限制，这也是恶性纤维化疾

病治疗的一大障碍。空化微泡能够有效调节细胞间

质压力，进而提升细胞疗效，LIFU辐照后细胞膜通透

性得到暂时提升，有助于减小向外梯度分布的间质压

力，为纳米药物的渗透创造了有利条件［23］，增加了靶

区声敏药物的蓄积，因此HD@P-NPs+LIFU辐照组细

胞表现出明显迁移抑制。大量的活性氧可导致细胞

器功能障碍、细胞内氧化还原动态平衡紊乱，并通过

内源性线粒体通路诱导细胞凋亡。本实验结果显示，

HD@P-NPs+LIFU辐照组活性氧荧光强度显著高于其

余各组，差异均有统计学意义（均P<0.05）。这是因为

除了DOX的氧化应激作用，还与HMME强大的活性氧

产率有关，LIFU辐照下HMME受到激活，从基态转变

为激发态，随后与邻近氧分子进行连续化学反应，最

终产生丰富的活性氧产物［24］。同时，LIFU靶向破坏纳

米释放的DOX能够提高靶区有效药物浓度，从而实现

SDT与DOX联合作用下的细胞生长抑制，达到药物协

同增效治疗的目的。

综上所述，本实验成功制备了一种以 SDT为基础

的新型脂质载药纳米探针HD@P-NPs，具有较好的相

变成像效果，可为瘢痕疙瘩的治疗提供高对比度图

像，通过 SDT与DOX的联合靶区释放，加速了KFs凋
亡，为瘢痕疙瘩及KFs相关疾病的监测和治疗提供了

理论基础。
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